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1 -INTRODUGAQ

A inflamac8o & um processo dindmico de transformagles que ocorrem no
tecido conjuntivo, em r&s;iasta 2 uma agressio quaiquer, procurando restabelecer a
normalidade da drea agredida. Entre os fatores capazes de provocar inflamacaoe
temos as infecgBes microbianas, agentes fisicos {queimaduras, iradiagdo,
fraumatismo), agentes quimicos (toxinas, substancias cdusticas), tecidos necrdticos
& fodos fipos de reagles imunolégicas. (ROBBINS, 1988).

A inflamac8c caracteriza - se basicamente pelos eventos vasculares
{vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular) e pelos fentmenos celulares
{ marginac8o, smigragdo, migracdo e achmulo de leuclcitos) no local da agressdo.
(WILHEIM 1880, ZWEIFACH 1965 LEPOW 1872, ).

Assim a inflamacdo consiste, na realidade de uma sequéneia de fendmenos
gise s inicla no momento da agressao e 50 termina com a cura ou reparag&e. da
srea lesada, Toda essa fenomenoiogia fem uma cronoiogia deferminada pdr
substincias guimicas denominadas de “mediadores guimicos da inflamag8o”. Estes
mediadores que podem ser produzidos no local da lesdo, normalmente existem
como precursores inativos no plasma, ou s8o seqlestrados nas celulas.
{TRUMMEL, 1881).

Uma vez liberados na drea agredida estes mediadores podem interagir com
oufros componentes teciduais ou plasméticos, potencializando ou neufralizando
s&US mecanismos de agso.

Grande parte dos processos inflamatinios, particularmente os de natureza

crinica tem sido tratados com drogas antiinflamatdrias n&o esterdides.



As evidéncias da aclo inflamatéria e das propriedades imunomeguiadoras da
prostaglandina E2 (PGEZ) em particular | e a descoberta da acglio inibidora dos
artiinflamattrios nfo esterbides na producio das prostaglandinas pelo bloqueio da
ciclovigenase { prostagiandina sintetase ) permitiram uma plausivel explicacBo das
vamagens lerapéuticas dessa classe de drogas, numa variedade de processos
inflamatorios.

Alguns autores tem contestado os efeitos clinicos de muitas dessas drogas
antinflamatdrias , assim como suas propriedades inibidoras seletivas sobre alguns
mediadores quimicos da inflamac8o.

Tais mediadores como a hislaming, serotoning, bradicining, prostaglandinas,
prostaciclinas, fromboxanas, leucolrienos, fator de agregacado plaguetania ¢ sistema
complemento, podem atuar de forma isolada ou em conjunto, dependendo do local
& dos eventos envolyvidos,

Protocolos de investigacles clinicas tem mostrado grandes varfagles nos
seus resultados, gerando confrovérsias e necessidade de pesquisas que permitam
uma avaliagio cada vez mais consistente da a¢do dessas drogas.

No presente trabalho, através da andlise histolbgica a nivel de microscopia

dptica e do exame clinico pretende - se:

1- Avaliar ¢ efeito de uma droga antiinflamatéria nlio esterdide (Diclofenaco
S6dico™) em incisbes cirdrgicas experimerdais, em pele do dorso de rato, em
diferentes periodos de tempo.

2- Comparar a cronologia da resposta inflamattria em ralos (grupa
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controle) nas mesmas condigbes e nos mesmos perfodos de tempo.

* Foi usado Diclofenaco S6dico VOLTAREN - Ciba - Geigy .



2- REVISAO DA LITERATURA

Eshwios clinicos em pacienfes com diferentes tipos de reagies
inflamatérias, tanto crinicas como agudas , tem mostrado uma grande efetividade
anaigésica, antipirética e antiinflamattna de drogas nlio estersides.

A escolha de uma droga apropriada enfre um considerdvel namero de
compostes, depende, em ulima andlise, da sua eficicia terapdulica, da
tolerabiiidade e da seguranca observadas em condicles clinicas.

O diclofenaco sGdico € um agente antiinflamatdrio n3o esterdide de uma
nova estrutura quimica , que em animais experimentais mosfrou um aito grau de
atividade anfinflamatbria, analgésica e antipiréfica, em vérios modelos
farmacolbgicos. Ele inbiu a blossintese de prostaglandinas “/n vifro’e “in vivo”, &
aste efelio inibitdric explica, pelo menos em parte | o seu mecanismo de aclo,

Existerm varios fatores a serem congiderados quanto a sintese de uma nova
droga, tals como  sua capacidade de transpor as membranas biolGgicas, sua
estrufura molecular e sua ocupaclo espacial que regulam a afinidade 20 recepior,
sua esbutura eletrOnica que da 3 especificidade de interacao droga - receptor ; além
gesses fatores g droge deve possuir uma conslanite de dissociacBo (pKa) que
favoreca sua absorco, distribuiclio e excreglo. { MENASSE et all, 1978)

O diclofenaco sédico fol sintefizado por KRUPP et all (1873), a partir do
acido feniiaminofenilacético, visando desenvolver um antiinflamatdrio ndo esterbide

com potente atividade bicidgica.



SALLMANN (1885}, descrave as propriedades fisico - quimicas do sodium {
o - | {2,6 - dichlorophenyl) ~ amino}- phenyl} - acetate, tendo uma constante de
dissociaclo (pka) de 4,0, um coeficiente de parlicio de 13,4 e uma meia vida
plasmatica de 1,8 he. Os elementos estruturais inciuem um grupo acido fenilacético,
um grupo amino secunddrio e um anel fenil contendo dois afomos de cloro, ¢ qual
causa torgo maxima no anel, faclitando sua ligagho ao receptor.

A agao do diciofenaco sddico como inibidor compelitivo & irreversivel da
prostagiandina sinfetase Yol apresentado por KU et all (1875) , e confirmado por
MENASSE et all (1978). A atividade antinflamatdria de diferentes drogas, incluindo
dicicfenaco sbdico, & analisada em geral, alravés do edema infiamatdrio em pata
de rato ou camundongo apds administrac8o de carragenina ou Kaolin; avaliando -
se 0 efelto anfinflamatirnio da droga através da comparagdo do grau de edema dos
arimais atados com o grupo controle, A afividade analgésica do diclofenaco fol
estudada por Menassée et all  (1878) em camundongoes albinos machos através do
teste de contragBes apds injegdo infraperitoneal de 0,2 mi de solughio a de phenyl -
p - benzoguinona a 0,028%; &5 minulos depois da  administracBo oral dos
componentes do leste. O nimero de contragles foi contado por um perfode de 10
minuios a partir do sexagésimo minuto, A poténcia analgésica das subsmricias do
feste fol avaliada fundamentada na dose nescessiria para reduzir 0 nimero de
corfracBes em 50%. Em ratos ¢ efeito analgésico foi estudado através da influBncia
dos componentes do tesie nas sindromes de contragbes induzidas por acido
acélico e acido ecrynic. Foram administrados intraperitonealmente 0.2 mi de
solucdo de &cido acélico a 3% ; em ralos, @ as confracles foram contadas durante

20 minutos, depois de 01 hora da  administracZo dos componentes do teste.
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A poténcia analgésica foi estimada pela interpolag8o da dose nescessaria
para reduzir em 50% ¢ nimero de movimentos de confracBo. A atividade
artipirética fol analizada afravés de uma indugBio de reaclio febrll em ratos apés a
administracdo de uma suspenciio de fungos a 15% (10mikg). Dezoito horas apds,
quando a febre estava estavel | fol administrada via oral a droga em grupos de seis
animais cada . A temperatura retal fol tomada continuamernte da terceira até a
quinta hora sendo ¢ efeifo anfipirético determinado com base nas diferencas de
temperatura do grupo tratado & do grupo confrole.

Os resultados obfidos pelos autores sustentam a idéia de que o diclofenaco
sédico tem  uma alividade antinfiamatbria, analgésica, antipirélica, mas que a
irbicBo da prostaglanding sinfelase explica apenas parcialmente seu mecanismo
de agho. Acrescentam ainda que, mesmo em babas concentracles, inibe a
fransformac8o do dcido araquiddnico em prostagiandinas & que & agho da droga
nfio nescessita de estimulacio do ebw hipotalamo-pituitario-adrenocortical.

D efeito do diclofenaco sddico sobre varios sisternas enzimaticos in vitro foi
sstudado por KU et all { 1885). Testes em sistemas de células fvres mostraram que
¢ diciofenaco s6dico & um potente inibidor da cicloxigenase, tendo efelfo apenas
discrato nos sistemas de lipoxigenase, e, pralicamente, nenhum efeito sobre a
fosfolipase A2

A inibic@o pelo diciofenaco sbdico na produglo de leucolrienocs pelas células
que participam do processo inflamatoniy é devido a uma reduzida disponibilidade de
acido aracddnico intracelular devido a urmna aumentada caplaglic do subsirato dentro
das vesiculas de triglicerides. A dimiuicBo da produclo de leucolrienos niio esta
igada diretamente com a inibiclo da via 5- lipoxigenase ou fosfolipase A2 L A
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reducac na quamtidade de &dcido araquidbnico deveria limitar a produco de
prostagiandinas, embora neste caso a manifestaclo seja prejudicada pelo potente
efeito inibitdrio do diclofenaco sédico na cicloxigenase.

Esta descoberta da aglio do diclofenaco, que tem sido caracterizada por

em leucOcitos isolados, parece para funcionar também "in vive™
Consisterde com este mecanismo e n#o ewplicdve! pela cldssica inibiglo da
ciciodigenase, o diciofenaco inibiu @ produgio de leucolrienos no sangue de
animais trafados com a droga |, e, fambém suprimiu 2 infiltraclio de leucdcitos em
esponiags implantadas subcutaneamente, O ulimo efeito confrasta com o aumento
da infiracdo frequeniemente oblida com oufras drogas antinflamatirias ndo
asierdides considerado refletir o aumento da produclio de jeucofriencs.

Em conciusfo os aulores sugerem alravés de seus achados que a aceitagho
o a preferéncia pelo diciofenaco sbdico ndio é subjstiva mas estd apolada por
pases cientificas. |

O diclofenaco sédico tem sido indicado clinicamente como potente agente
antinflamatdrio | analgésico ¢ antipirético, com boa tolerabilidade gastrointestinal.

Seu modo de aglio, segundc SCHOLER et alli {1985) envolve uma potente
inibic&o da cicloxigenase e modulacio da liberaglo e captagdo do ac. araquiddnico,
resuftando em duplo efeifo nas vias fpoxiganase e cicloxigenase,

Concluem o rabalho afirmando que o diciofenaco sbdico tem polencial de
sfetivamente confra atuar nos sintomas  Ciinicos da inflamacdo ¢ afetar uma ampla
variedade de mediadores relacionados com a inflamacao e funcles ceiulares,

SCHOLER ef alli {1985) moslram que uma dose Gnica por via oral de

2mgg de peso, de diclofenaco sbdico, resultou em 40% da inibicdo de edema
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provocado pela carragenina em pata de ratos. Mo mesmo trabalho os autores
estudam @ poténcia analgésica do diclofenaco sédico, alravés do modsio de
contraciies em h’éé diferentes ﬁoﬁdigﬁas experimentais em camundongos 2 ratos,
tendo a droga se mostrado efefiva em todos os casos, A atividade analgésica do
diclofenaco sbdico € mediada peilos receplores periféricos da dor e nfo por
mecanismos certrais.

Alguns estudos feltos por KRAL (1885) em pacientes vitimas de acidente ou

irurgias proctolGgicas |, provaram a eficiéncia analgésica do diclofenaco sbdico,
apds a administracio do mesmo via inframuscular na dose de 75 myg; foram usadas
neste eshudo uma escala de intensidade dolorosa e foi obsevado que a droga
diminuiu em 78% a dor 30 min apds a injeclo ¢ se manteve por mais de oito horas,
RIESS of all (1978) estudando a Tarmacocinéglica do diclofenaco sédico
alravis de méindos analiticos usados descreveram quaniitativamerte a afividade
da substéncia o de seus metabdlitos no orgarismo, Mostraram que a substincia
ativa do diclofenaco sodico & tolalmernte absorvida apds a administragio oral ou
retal & & excrefada, principalmente na forma metabolizada, parcialmente na urina ¢
parcialments na bile.

A distribuico da substincia ativa e seus metabdlitos sb puderam ser
reglizadas em modelos animais através de radiomefria apds varios peripdos de
tempo; & com excessio do figado & dos rins , a malor conceniragdo de diclofenaco
s6dice marcado foi no sangue,

Alravés de uma comparacio nos valores de excreclo e os de adminisltracdo
oral & infravenosa de uma mesma dosagemn de diclofenaco sidico 05 aufores
conclsiram gue a droga € fotaimerde absorvida por via oral em ralos, cachomos, @
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macaco rhesus; & que no rato e no cachomo a excrecio é predominante biliar,
enguanto que no macaco rhesus 80% da dose é excretada via repal, Um estudo
similar em humanos, onde foram administadas 50mg de diclofenaco sédico
marcades com C14 mostraram qus também as adminisragles vis oral so
fotalmente absorvidas e que a excrecdio renal @ maior que a billar. No homem o
total da droga excretada nas primaeiras 85 hs equivale a 90% da droge administrada.

Varios produtos da metabolizaclo do diclofenaco sbdico foram enconirados
na uring e bile de rato, cachorro, macaco rhesus, babuing € no homem. ©
metabolismo no cachorro difere radicalmente das oulras espécies.

MENASSE et all (1978) também descreve a metabolizag3o do diclofenaco
sGdico & o8 varios compostos que resultam sua metabolizacio no homem, O 4
hydrow (metabdlito D derivado |, o principal produte da biotransformacso, tem uma
acdc anti edematosa dose - dependente e é € vezes mais polente que o &cido
acelil salicllico em relacin a0 edema; porém 30 vezes menos potents que ¢ priprio
diciofenaco sédico. O mesmo metabdiite também teve um  efeito terapulice nos
modelos de arfrite, sendo 40 vezes menos potente que sua femula original. Um
outro metabdlito também se mostrou dose - dependente eficaz na intbic3o do efeito
sdematoso provocado por kaolin @ os oulros dois metabdlitos néo apresentaram
afeitos significantes sobre 0 edema.

Em relacdo ao efeite analgésico os quatro matabﬁiitgs apresentaram
moderada aglo, que pode ser comparada 2 da fenibutazona,

Apenas o metabélito | mostrou efeito antipirético, com menor intensidade
que o propric diclofenaco sodico, onde s8o produzidos 04 metabdlifos hidroxilados,

sendo que dols destes metabdiitos tem efeito ami edematoso e 08 oulros dois ndo
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tem efeito significativo. Os metabdiitos ndic temn um efeitc mais potente nem txico
s ¢ proprio diclofenaco sbdico.

WALLIS & KENDAL (1978}, apds estudos com dois grupos de voluntarios |
um com média de 22 anocs e o oulro com média de 62 anos, usando 50mg didrios
de diciofenaco sbédico, via oral, concluiram que, na auséncia de fatores interagentes
como drogas ou doencas, a capacidade de absorgio, metabolizacke e excreclio do
diclofenace sOdico parece nd@io sofrer influéneia da idade do paciente. Estas
observagles foram confirmadas por ROTH (1885) que usou 07 criancas de 02 a 07
anos de ldade que receberam doses Unicas de 26 my de diclofenaco sddico via
oral. A porcentagem de eliminacio renal fol de §,4% a 10,2% da dose administrada
em 08 dos Q07 pacientes. As criancas mais jovens de 02 anos, tiveram uma
eliminacdo renal menor {2,25%) nas doze horas observadas; com essa excecdo o8
demais valores se encontram dento do contexto de 3% a 11% esperado de
glminacio.

Os efeltos colaterais foram estudados por LETHOLA & SIPPONEN (1877),
que ysaram uma dose de 25 mg de diclofenaco sédico, trés vezes ao dia durante
oite digs, em seis voluntdrios saudavels sendo 04 homens & Q2 mulheres, a fim de
avaliar através de folografia feita por gastroscopia e por cortes histolbgicos
retirados do compo & da porgc antral do estbmago, os efeilos sobre a mucosa
géshica. Apds administraclo de diciofenaco stdico e analise por gastrofotografia a
mucosa gastrica de dols pacientas mostraram lesGes superficials, & mucosa de dois
oufros e mostraram com  erosfes lesivas moderadas, enquanto que em oufros
dois pacienfes nfio ocorreram lesbes. Por analise histolégica os autores apenas
encontraram uma pequena erosio aguda em um paciente.
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ROTH (1885) fez um estudo em relagdo a alteragles gastrointestinais, renais
¢ hepaticas, ¢ comparando com oulros agentes anfiinflamatdrios nfo esterdides
usados observou que todos causam modificagles na mucosa gastrointestinal,
porém as causadas pelo diclofenaco sédico sdo menos significantes.

As perdas de sangue em pacientas que tomaram uma dose de 75mg por dia
dge diclofenaco sbdico sio de 3,66 mi, enquanto que as perdas provocadas por
dosagens de 3g ou 4g de écide acetil salicllico por diag sfo de 1582 ml e 18,8 mi
respectivamente; em uma andlise feita depois do quario dia de adminisirac@o.
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3 - MATERIAL E METODOS:

3.1 -PROTOCOLY:

Setenta e dois ratos machos, adulfos jovens da raca Wistar, pesando em
média aproximadamerte 250 gramas cada, foram divididos em 12 grupos de 6
ratos, 2 fim de se avaliar 2 agdc antinflamatéria do diciofenaco sddico. { Voltaren -
- Ciba - Geigy)

Os ratos receberam doses diferentes de diciofenaco sbdico e a resposta
inflamattria 2 uma incisSo cirdrgica na pele do dorso desses ratos fol avaliada em
12 periodos de tempo diferentes: 0 , 01, 03, 08, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 168

horas.

3.2 - TERAPIA MEDICAMENTOSA ¢

No homem, a dose inicigl, didna da solugdo injetdvel de diciofenaco sédico,
recomendada pelo laboratério é de 75 mg duas vezes ao dia, ou aproximadamente
ZmgiKg de peso.

Na presents pesquisa, cada grupo de 6 ratos foi assim dividido:
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2 ratos - (confrole) receberam via infraperifoneal zmgfkg de peso de PBS,
01 hora andes da infervencio.

2 ratos - receberam wvia infraperitoneal 2mg/Kg de peso de diclofenaco
sGdico | 1 hora anfes da infervencgdo.

Z ratos - receberam via intraperifoneal 4 my/Kg de peso de diciofenaco
sbdico, 01 hora antes da intervengéo.

3.3 - PROCEDIMENTO CIRURGICO:

a3 Tricotomia da area a ser operada - realizada 2 dias antes da intervencio
clrtirgica.

b} Terapia medicamentosa

¢} Antissepsia da regido, com alcool 74, pouco antes da incisdo.

d} incisdo cirdigica de 1 om de extensio na pele do dorso do rato, com bistur
Bming 15, tomande o cuidado de nBo alingir a camada muscular subcutdnea.

&) Cada grupo de ratos fol sacrificade num determinado periodo de tempo:

0,138 1224 36,48 72 96,120, 168 horas apds a incisdo cirlrgica,
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3.4 - PROCESSAMENTO LABORATORIAL:

Secorrido o pericdo experimental estabelecido |, a é&reg operada foi
fotogratada e os rafos sacrificados.

A pele da regidio operada foi removida em bloco (2x2 om ) e fixada em formol
saline por 24 horas. A seguir, a5 pecas removidas foram recorfadas
adequadamente, desidratadas em alcool, diafanizadas em diol, incluidas em
parafing, seccionadas com 5 micra de espessura e coradas pela H.E,

A anglise histolbgica fol feita no fotomicroscOpio ZEISS |, assim como as

otomicrografias.
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4 - RESULTADOS:

A nivel de microscopia dplica, as secgbes histolbgicas do grupo conirole
mostram, na sequéncia do processo de reparaclo tecidual, alguns detalhes que
diferem um pouco dos grupos experimentais que receberam 2 ou 4 mg/Kyg de peso,
do diclofenaco sbdico |

Para faciitar & descrigdo, 08 03 grupos de ralos serfic designados da
seguinte forma:

G Grupo Conirole - recebeu soro fisioldgico

2. Grupo que recebel 2mgfKg de peso de diclofenaco sédico

G4 Grupo que recebeu 4mg/Kg de pesc de diclofenaco sbdico

Os periodos serfio designados simplesmente , zerohora, 1,3 ,6 , 12, 24 |
36 .48 72,86, 120, 168 horas. A descricdo poderia ser feita para fodos os
pericdos de cada grupo, ou entdo, de cada tempo, para os 03 grupos. Nesta
pesquisa | optou - se por descrever, & cada tempo, os delalhes dos 03 grupos, que
parece mostrar, mais consistentemente, as possivels variagfes induzidas pela droga

" grifiinflamatina.

ZERDO HORA:

Os aspectos microscopicos observados a este tempo, ou 88ja, no momento
da incisio, mosira apenas os detalhes de uma pele normal de rato. Além do
codgulo sanguineo, que se desprandey da maioria das seccles, durante ¢ preparc
iaboratorial, pode - 5@ observar.

s



A. Epitélic escamoso estratificado queratinizado, pouco espesso.

B. Eventualmente, alguns pélos e foliculos pilosos.

C. Glandulas sebaceas, associadas ou ndo aos foliculos pilosos.

0. Tecido conjuntivo fibroso denso (T.C.F.D.}, com feixes de fibras colagenas
dispostas em diferentes diregles.

£. Uma delicada camada de fibras musculares egiriadas, separada do tecido
conjuntivo fibrose denso por uma discreta camada de tecido conjuntivo frouxo.

F. Uma camada de fecido conjurtive frouxo, basiante celularizada e
vascularizada, separando, delicadamente a pele, das estruluras e 6rglos sobre os
{Uals a pele se apola.

Tarto o grupo controle (GC) como o8 grupos experimentais G2 e G4,

apresentavam estes mesmos aspectos.

01 HORAC

Uma hora apds a incisBo, as secglies mostram as margens da incisfio
frreguiares, associadas ou ndo a um discrefo acimulo de fibrina. Pequenos vasos
congestionados e alguns poucos leucdcitos eventualmente podem ser notados em
algumas secolies . No tecido conjuntivoe frouxo abaixo da camada muscular estes
aspectos sic mais evidentes que no tecido conjuntive fibroso densc que Torma a
maior parte das margens da inciséio. {fig. 01}

05 aspecios microsclpicos, 3 este tempo, foram similares, para os 03

GIUROS.



Fig. 01 - Vis8@o geral 01 hora apés a incisdo da pele de rato. Restos de coagulo

sanguineo, edema, congestdo vascular na base da ferida. Aumento original : 25 X
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03 HORAS:

Trés horas apés a incisdo, os detalhes observados ndo permitiram evidenciar
diferengas marcantes entre os grupos experimentais e o controle.

Basicamente as secgdes mostravam as margens da incisdo recobertas por
um pequeno acumulo de leucécitos, predominantemente neutréfilos, com os vasos
congesfionados nas proximidades da incisdo. Alguns acimulos de hemdéceas
entremeados por leucécitos eram também observados na érea da incisdo.

A camada muscular seccionada estava sempre entremeada por leucécitos e
por edema, principalmente préximo a incisdo.

No tecido conjuntivo frouxo, abaixo da camada muscular eram bem evidentes
os fendmenos exudativo - vasculares, caracterizados por congestdo vascular,
marginagao leucocitaria e diapedese de neutréfilos.

Entretanto, embora os detalhes observados fossem semelhantes para os
grupos experimentais G2 e G4, no grupo controle parecia haver uma resposta
inflamatéria um pouco mais intensa, caracterizada por maior dissociacao tecidual e
edema, assim como um acumulo maior de leucécitos, predominantemente
neutréfilos.

Esta reacdo inflamatéria do GC, um pouco mais intensa que nos grupos G2 e
G4, podia ser observada em toda exteng@o da incisdo , afetando o tecido conjuntivo
fibroso denso, a camada muscular e o tecido conjuntivo frouxo abaixo da

musculatura.



E importante que se confirme se esta diferenca , 03 horas ap6s a incis3o , é
circunstancial ou se resulta, realmente, da acdo antinflamatéria do diclofenaco

sédico.

Fig. 02 - Incisdo preenchida por codgulo de fibrina, hemaceas, alguns leucécitos
proximos & superficie . Nas margens da incisdo, observa-se T.C.F.D. , fibras
musculares, T.C. frouxo subjacente. Moderado grau de edema e discreta infiltragao

leucocitaria sdo observadas neste grupo G4 que era semelhante ao G2. A.O: 25X
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06 HORAS:

No grupo controle 06 horas apés a incisdo, pode -se observar um infenso
infiltrado de leucécitos, predominantemente de neutréfilos, preenchendo boa parte
do espaco incisional. As paredes laterais mostram uma discreta difusdo de
leucécitos no T.C.F.D. , e um pouco mais intensa no tecido conjuntivo frouxo acima

e abaixo das fibras musculares. ( Fig. 03 )

-
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Fig. 03 - GC 6horas - mostrando neutréfilos na area de incisdo , e discreta difusdo
desses neufr6filos por entre os feixes de fibras colagenas das margens da ferida.

A.O: 63X
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Nos grupos experimentais G2 e G4, os aspectos sdo semelhantes. O
infiltrado é predominantemente de neutréfilos, é bastante intenso, assim como o
edema e a difusdo dos leucdcitos por entre as fibras musculares e feixes de

colageno. ( Fig. 04)

Fig. 04 - G2 06 horas - mosfrando a dissociacdo das fibras musculares pelo edema
e pela infiltrag3o de leuc6citos ndo s6 neste grupo como também no G4. A.O: 160X
A cuidadosa revis3o de todas as secgdes dos 03 grupos , a este tempo |, ndo

permitiu diferenciar, de maneira clara, os detalhes presentes a este tempo.

21



12 HORAS:

Doze horas apés a incisdo, pode - se observar, de maneira consistente, tanto
no grupo controle GC como nos experimentais G2 e G4, respostas semelhantes.

Em todas as secgles, os detalhes mais significativos mostram uma intensa
infiltracdo de neutréfilos e macréfagos, edema e fagocitose do coagulo sanguineo.
(fig. 05).

As paredes laterais da incisdo mostram, na altura do T.C.F.D. , uma discreta
infiltracdo celular junto &s margens da incisdo, com alguma congestdo vascular,
discreto edema e moderada dissociacao das fibras musculares.

Também a este fempo as pequenas diferengas observadas nas secc¢des ndo

permitem uma evidéncia mais consistente da a¢do do medicamento.
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Fig.05 - GC 12 horas - Area da incis30, com substituicdo do coagulo por infiltrado de
neutréfilos e macréfagos. Os mesmos detalhes foram observados nos grupos G2 e

G4. A.O: 160X




24 HORAS

Com 24 horas , os confroles mostram uma completa substituicdo do coagulo
por um infiltrado leucocitario.

As margens do T.C.F.D. mostram uma discreta dissociacdo, edema e
infiltracdo leucocitaria. Os mesmos detalhes podem ser observados na camada
muscular.

No tecido conjuntivo frouxo subjacemnte, o edema discreto, a infiltracdo
leucocitaria e a congestdo vascular, embora presentes ndo sdo muito intensas,
embora se extendam a alguma distancia da incisdo. Estes detalhes sdo bem
consistentes em ambos controles.

Os grupos experimentais G2, mostram detalhes mais ou menos semelhantes
ao GC ( Fig. 06). Entretanto , no G4, a resposta inflamatéria, é , aparentemente, um
pouco mais severa, evidenciada ndo s6 pela intensa infiltragcdo de leucécitos, edema
e congestdo vascular, mas também pela dissociagdo das fibras musculares. (Fig.

07)



Fig. 6 - G2 24 horas - Infiltracdo leucocitaria e edema, extendendo - se no tecido
conjuntivo frouxo acima e abaixo da camada muscular, além da dissociacdo das

fibras musculares. A.O; 25X



Fig. 07 - G4 24 horas - Intensa infiltracdo de leucdcitos, congestdo vascular,
observados no tecido conjuntivo frouxo que se insinua da base para a borda da

incisdo . A.O: 160X



36 HORAS

Apés 36 horas pode -se observar na superficie da incisdo, tanto nos grupos
controles, como nos experimentais, uma marcada infiltragcdo de fagoécitos. Parte do
coagulo que preenchia a area da incisdo é fagocitado e digerido, aparecendo no
espaco apenas restos de estruturas teciduais e macréfagos ( fig. 08 ).

As paredes de T.C.F.D. , assim como as fibras musculares mais préximas a
incisdo mosiram - se degeneradas e infitradas por macréfagos e linfécitos. Observa-
se, em todos os grupos ( GC, G2 e G4 ) uma repeticdo desses detalhes mostrados
na figura 09. Entretanto, uma analise mais detalhada de todas as secgdes mostra
que no grupo G4, os fendmenos desfrutivos parecem mais intensos, evidenciados
pela presenga marcante de neutréfilos e macréfagos, e da extensdo maior da

destruicao tecidual.
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Fig.08 - G2 36 horas - Macréfagos e restos teciduais degenerados preenchendo

parte superior da incisdo. A.O: 160X



Fig. 09 - G2 36 horas - Restos teciduais degenerados, entremeados por macréfagos
preenchendo a area da incisdo . Degeneracao das fibras musculares de do T.C.F.D.

nas margens da incisdo. A.O: 63X
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48 HORAS:

Com 48 horas, as seccdes do grupo controle mostram ainda um infiltrado de
leucécitos, com predominancia de macréfagos e linfocitos, preenchendo toda a
extensdo da incisdo.

As paredes mostram intensa desorganizacdo, nao s6 do T.C.F.D. préximo a
incisdo, mas fambém nas fibras musculares.

O edema e a infiltragdo de fagécitos sdo bem evidentes por entre as fibras
musculares degeneradas . (Fig. 10 ). Mais afastado da area inflamada sinais do

inicio de fendmenos proliferativos podem ser observados juntos as paredes

vasculares e ao teido conintivo vivel. .

[ %
Fig.% GC 48 NOTas - Martenal Necrouco enreneado Oe IBUCUCIUS, Nd Paie g
central da incisdo e degeneracsio das fibras musculares e do T.C.F.D. junto as

margens da incisdo. A.O: 63X



Nos grupos experimentais G2 e G4, o infiltrado inflamatério, além de
mononucleares apresenta um nimero grande de neuiréfilos, um pouco diferente do
que se observou no GC.

As figuras 11 e 12, respectivamente G2 e G4, mosfram, que além da
degeneracao das fibras musculares, e do edema a presen¢a de um infiltrado
inflamatério.

Parece evidente que nos grupos experimentais existe um certo retardo no

processo de repara¢do, em relagcao ao grupo controle.

Fig. 11- G2 48 horas - Infilfrado inflamatério predominantemente de neutréfilos,

intensa dissociacdo das fibras musculares. A.Q: 63X
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Fig.12 G4 48 horas - Infiltrado de neutr6filos, parte das fibras musculares em

degeneracao entremeadas de macrofagos. A.QI 83X
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72 HORAS:

Com 72 horas os confroles ja mostram inicio de reorganizacdo das paredes
da ferida, neoformacao vascular, evidenciados pelo inicio da proliferacdo de alguns
poucos fibroblastos e angioblastos em meio a alguns macréfagos, simuitaneamente
a fagocitose e degradacao das fibras musculares. Remanescentes de coagulo ainda
sdo observaveis na fenda da incisdo. (Fig. 13 e 14).

Fig 13 - GC 72 horas - Reorganizagdo das paredes da incisdo , proliferacdo de

angioblastos e fibroblastos em meio a infiltrado de macréfagos e linfécitos. A.O: 63X



Fig 14 - GC 72 horas - Fagocitose e degradacdo de fibras musculares,

neoformacdo vascular com proliferagéo de angioblastos e fibroblastos. A.O: 160X



O grupo experimental G2 mostra uma camada de T.C.F.D. hialinizado
envolvido por um intenso infiltrado de neutréfilos e, junto & camada muscular intensa

proliferacdo de angioblastos e fibroblastos. ( Figs. 15 e 16)

Fig. 15 - G2 72 horas - T.C.F.D. hialinizado, infiltrado de neufréfilos, preenchendo

grande parte do espaco incisional. A.O: 63X
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Fig. 16 - G2 72 horas - Camada muscular com intensa proliferagdo de angioblastos

e fibroblastos. A.O: 160X
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No grupo experimental G4, os remanescentes de fibras musculares ainda
sofrem o processo de fagocitose em meio a uma proliferagao de fibroblastos e
angioblastos, os remanescentes do coagulo, juntamente com o T.C.F.D. hialinizado
é fagocitado nas margens da ferida, enquanto mais para o interior do T.C.F.D. ha

um inicio de proliferacdo de angioblastos e fibroblastos. ( Fig. 17)

Fig. 17 - G4 72 horas - T.C.F.D. hialinizado sendo fagocitado, proliferacdo de
angioblastos e fibroblastos tanto no tecido conjuntivo como nas fibras

musculares.A.Q: 63X
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96 HORAS:

As 86 horas, no grupo controle, observa -se numa ampla visao ( Fig. 18) que
0 espaco da incisdo esta preenchido por um tecido que apresenta as seguintes
caracteristicas:

Na superficie, uma camada de material necrético, subjacente a esta
camada, existe uma faixa continua de neutréfilos, viaveis e em diferentes estagios
de desintegragao.

Entre esta camada de neufr6filos e o tecido de granulagdo ja formado na
por¢ao mais profunda da ferida, observa-se uma faixa de material granuloso
enfremeado de macréfagos e alguns fibroblastos. (fig. 19)

Bem préximo as margens da ferida, tanto no T.C.F.D. como na camada
muscular a proliferagdao de angioblastos e fibroblastos ja se faz evidente, enquanto
que na por¢cdo mais central ainda persistem os macréfagos e um material
granuloso baséfilo, provavelmente restos de fibrina e outros materiais fagocitados e
digeridos.

Na regido mais profunda da ferida ( fig. 20 ), uma extraordinaria proliferagao
vascular e fibroblastica ja parece preencher o espaco das fibras musculares
degeneradas. Alguns vestigios da atividade fagocitaria de macréfagos ainda podem
ser observadas assim como focos hemorragicos recentes, junto a vasos
neoformados.

A este tempo fica bem claro, o processo de reparo a partir do T.C. mais

profundo, e a porgdo mais central do espago incisional, sendo gradualmente
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regenerados, mas com algum atraso, em relacdo as oufras areas onde o tecido de

granulacdo neoformado vai substituindo as estruturas lesadas.

Fig. 18 - GC 96 horas - Ampla vis3o : camada material necrético, faixa continua de
neutréfilos em fase de desintegracdo . Préximo as margens. proliferacdo de
angioblastos e fibroblastos. Por¢do ceniral : macréfagos e material granuloso

baséfilo. A.O: 25X
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Fig. 19 - GC 96 horas - Faixa de material granuloso entremeado de macrofagos e

granulacdo. A.C: 63X

alguns Nbrobiastos entre camada de neutronios e o tecido de



Fig. 20 - GC 96 horas - Por¢do mais profunda da ferida: proliferacdo vascular e
fibrobiastica, atividade fagocitaria de macréfagos, vasos neoformados , focos

hemorragicos. A.O: 63X
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Apesar de restos teciduais no espaco da incisfo do grupo G2, o epitélio
migrou e recobriu toda ferida. Abaixo do epitélio observa-se junto &s margens, a
partir do T.C.F.D. o inicio da proliferacao vascular e fibroblastica, com aiguns focos
de hemorragia recentes. ( Fig 21 ).

Mais para a por¢cdao mediana ainda ha presenca de restos de fibrina e de
células degeneradas em meio a fagocitos e alguns fibroblastos.

Na parte mais profunda, isto é, na base da ferida, apesar de grande nimero
de macréfagos em atividade fagocitaria, observa -se também, o inicio da formacdo
do tecido de granulagdo, proliferacdo de angioblastos e fibroblastos e presenca de

alguns linfocitos. ( Fig. 22 ).

Fig. 21 G2 96 horas - Epitélio recobrindo a ferida, margens da ferida: proliferacéo

vascular e fibroblastica, Tocos hemoiragicos. A.O: 83X
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Fig. 22 G2 96 horas - Base da incisdo , proliferacdo de angioblastos, fibroblastos,

atividade fagocitaria dos macréfagos, presenca de alguns linfocitos. A.O: 160X
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O grupo G4 mostrou um retardo na reparacdo em foda extensdo da ferida.
Restos de fibrina e outras estruturas teciduais, de aspecto granuloso, basoéfilo,
estavam enfremeadas de macréfagos e neutréfilos.

A atividade proliferativa de fibroblastos e células endoteliais praticamente nédo
existiam. ( Fig . 23 ).

Mesmo na base da incisdo, o tecido conjuntivo frouxo apresentava -se ainda
edemaciado , infiltrado de mononucleares (macréfagos e linfocitos). Apenas um
pouco mais a disténcia, junto as fibras musculares é que se podia observar o inicio
da formacdo do tecido de granulagdo. (Fig . 24)

Ambos os animais deste grupo, mostram em relac@o ao grupo controle e ao
grupo G2, um evidente retardo no processo de reparagao .

Neste periodo, a similaridade das preparacdes laboratoriais, permitiram estas

observagfes.



Fig. 23 - G4 96 horas - Retardo da raparacdo em toda extensdo da ferida, restos de
fibrina, estruturas teciduais de aspecto granuloso, macr6fagos e neutréfilos.A.O:

25X



Fig. 24 G4 96 horas - Base da incisdo , T.C. frouxo edemaciado com infiltrado de

mononucleares , formacdo de tecido de granulacdo junto as fibras musculares. A.O:

160X



120 HORAS:

A este tempo (5 dias), fodo 0 espaco cicafricial estda preenchido por um
tecido de granulag@o ricamente celularizado. Fibroblastos, angioblastos, macréfagos
e linfécitos preenchem toda a faixa da incisdo, desde o epitélio, que ja recobruiu a
ferida, até a base da incisdo.

A faixa ricamente celularizada que substituiu o coagulo de fibrina, no espaco

incisional, aparece bem nos dois animais do grupo controle. (Fig. 25).

Fig. 25 - GC 120 horas - Espaco incisional preenchido por tecido de granulagado, em

contacto com remanescentes do TCFD da parede da incisdo. A.O: 160X



No grupo G2 observa-se o epitélio recobrindo um tecido de granulag&o
ricamente celularizado. Em toda lesdo cicatricial, ha presenca de fagécitos e
linfécitos enfremeados de fibroblastos e angioblastos. (Fig. 26). Na porgédo
subjacente ao epitélio escamoso estratificado a prolifera¢cdo é predominantemente
de fibroblastos e angioblastos, sendo o nimero de mononucleares pequeno. ( Fig.

27).

Fig. 26- G2 120 horas - Epitélio recobrindo tecido de granulagdo celularizado. Lesao
cicatricial, com presenca de linfécitos e fagoécitos entfremeados a angioblastos e

fibroblastos. A.O: 10X



Fig. 27 - G2 120 horas - Por¢ao subjacente ao epitélio escamoso estratificado com
proliferacdo de angioblastos e fibroblastos. O tecido e granulagao ja iniciando o
processo de fibrilogénese com o desaparecimento quase completo da infiltracdo de
leucécitos. A.O: 160X

O epitélio recobre a ferida dos animais do grupo G4, tendo no espaco da

incisao tecido de granulacdo infilrado de mononucleares ( Fig. 28 ).



Fig. 28 - G4 120 horas .A.QO: 63X
Na base da incisdo o processo de reparacao mostra os mesmos detalhes

observados abaixo de epitélio . ( fig . 29 ).
L o a T

Fig.29 - G4 120 horas .A.O: 63X



168 HORAS:

A este tempo a ferida ja se apresenta recoberta pelo epitélio no grupo
controle. Abaixo do epitélio, o tecido de granulagdo mostra uma certa maturagcao
com grande numero de fibroblastos. Os leucécitos mononucleares embora em
menor nimero ainda estdo presentes . ( Fig. 30 ).

No grupo G2, o epitélic aparece recobrindo o tecido cicafricial, ainda
entremeado de macréfagos e linfocitos. A neoformacgdo vascular € proeminente,
ainda com a presenga de fibrobiastos.

No grupo G4, os aspectos microscopicos repetem os detalhes dos grupos

Fig.30 - GC 168 horas - Abaixo do epitélio, tecido de granulagdo com certo grau de
maturacdo. A.O: 63X
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ASPECTOS MACROSCOPICOS:

Os aspectos macroscopicos foram avaliados segundo as fotografias feitas
antes do sacrificio dos animais nos tempos ja determinados. Provavelmente tais
aspectos variaram de grupo para grupo, sendo que estas variagbes aconteceram
devido a ferida permanecer sem aproximacao das bordas; ocorrendo assim um
processo de reparo por segunda intengao.

Nos tempos iniciais de zero e uma hora, os aspectos nao variaram de grupo
para grupo, sendo que as incisfes permaneceram abertas com presenca de um
exsudato pouco espesso recobrindo o fundo e as margens laterais da incisdo. Ndo
houve formacdo de um coagulo sanguineo que preenchesse todo o espacgo

incisional . ( fig. 31)



Fig. 31 - Aspecto macroscopico da incisdo em pele do dorso de ratos , mostrando
os grupos: controle (GC), grupo G2 ( 2 mg/Kg de peso de diclofenaco sédico e o

grupo G4 ( 4 mg/Kg de peso de diclofenaco sddico).
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No tempo de 03 horas em um dos controles apenas as bordas da ferida se
coaptaram e nos demais grupos, os aspectos da ferida ndo se mostram diferentes.

(fig. 32).

Fig. 32 - Aspectos macroscopicos da pele dos ratos 03 horas apés a incisdo, nos

03 grupos : GC, G2, G4.



Seis horas ap0ds a incisdo houve uma alternancia na aproximagao das bordas
da ferida, sendo que um rato de cada grupo teve as bordas da ferida coaptadas. A
presenca de uma crosta cicatricial se fazia presente; sendo que em um animal do

grupo G4 esta crosta era mais volumosa nas extremidades da ferida.( fig. 33)

Fig. 33 - Aspecto macroscopico das incisdes apés 06 horas, mostrando 02 ratos de
cada grupo - GC1 e GC2, G21 e G22, G41 e G42



No tempo de doze horas a crosta cicatricial se estendia por toda lesdo, sendo
que nos grupos controle seu volume era maior que nos grupos G2 e G4

sucessivamente.(fig. 34).

Fig. 34 - Aspecto macroscopico das incisdes apds 12 horas mostrando: GC - G2 -

G4



As 24 horas apés a incisdo os aspectos dos 03 grupos pareciam ter a crosta
cicatricial com um aspecto mais claro .

As margens da ferida nos 03 grupos ja se mosfram enrugadas, sendo que
no animal do grupo G2 havia uma quantidade maior de crosta cicatricial , bem

como, as margens se mostravam mais enrugadas. ( fig. 35).

Fig. 35 - Aspectos macroscopicos da incisSes ap6s 24 horas, mosirando: GC -G2 -

G4.



No gupo controle de 36 horas as feridas ja estavam praticamente unidas por
uma crosta clara com um aspecto inicial de cicatriz e com suas margens
fotalmente enrugadas.

No grupo G2 a crosta, ou “casca da ferida “, originaria provavelmente da
rede de fibrina ressecada superficialmente, se fazia mais presente, enquanto que
nos ratos do grupo G4 a ferida se mosirava mais aberta e praticamente sem a

crosta cicatricial. (fig. 36).
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Fig. 36 - Aspectos macroscopicos mostrando as incisdes dos grupos: GC -G2 -G4

ap6s 36 horas.



Quarenta e oito horas apés a incisdo ja se podia observar nos 03 grupos
alguma similaridade dos aspectos macroscoépicos. A este tempo, a olho nu, ndo se

podia constatar diferencas enfre o GC e os experimentais.( fig. 37).

Fig. 37 - Aspectos das incisisdes ao tempo de 48 horas: GC, G2 e G4



No tempo de 72 horas, aparentemente nos ratos controle a cicafrizacdo se
mostra mais avancada, em relagdo aos outros grupos. Ja entre os grupos
experimentais, o0 G4 mosfra a incisdo mais aberta e com mais exsudato que o G2.

(fig.38).

Fig. 38 - Aspecto macroscépico das incisdes dos grupos.GC - G2 - G4, apos 72
horas.

Obs. As fotografias deste tempo foram feitas ap6s a fixac@o das pegas em formol.



Macroscopicamente apés 96 horas, os ratos do que receberam 2mg/Kg de
peso de diclofenaco sédico ( G2), mostram sua ferida num estagio mais avangado
de cicatrizagdo, enquanto que no GC e no G4 os aspectos cicafriciais parecem

mais atrasados. ( fig.39 ).

Fig. 39 - Aspecto macroscopico das incisbes dos grupos: GC - G2 - G4, apés 96

horas.



Cinco dias ap6s a incisdo (120 horas) os ratos do GC e um dos ratos do G2
apresentavam uma cicatriz fina quase imperceptivel, na area da incisdo.

Ja os ratos do G4 e um dos ratos do G2 pareciam estar num estagio mais
atrasado de cicatrizacdo, com presenca ainda da ferida cirirgica. (fig.40)

Fig. 40 -Mostrando os aspectos macroscopicos dos seis ratos : GC1 - GC2 - G21 -
G22 - GA1 - G42 , 120 horas ap6s a incisdo.

Obs: As fotografias foram feitas ap6s a fixacdo das pecas em formol.
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No tempo de 168 horas as diferen¢as macroscopicas sao minimas entre os
grupos GC e G2, entretanto, o G4 ainda mostra sinais da ferida cirlrgica,

evidenciando o atraso no processo de reparo. ( fig.41).

Fig. 41- Aspectos macroscopicos das feridas dos grupos : GC - G2 - G4 , ap6s 168

horas.



5 - DISCUSSAQ

5.1 - DISCUSSAD DOS RESULTADOS MICROSCOPICOS:

A droga usada , de comprovada eficiéncia antinflamatlria, aniitérmica ¢
analgésica, tem sido amplamente usada nfo s6 no tatamento de diferentes
patologias inflamatbrias, mas também nas mais variadas intervengles cirGrgicas.

As observagles de VANE { 1871 ), de que o diclofenaco sbdico | assim
como oulras drogas antiinflamatdrias ndo esterdides, exercem seus efeitos através
da inibic3c da biossintese das prostaglandings, abriram novas perspectivas para um
meihwor entendimento dos mecanismos de ag&o dessas drogas, particularmente na
gindmica do processo de CUra oy reparacao.

Os resultados observados na presente pesquisa mosiram que a agBo do
diciofenaco sbdico (VOLTAREN] usado na dosagem de 4mgfig de peso | para
ratos aduitos jovens, de aproximadamente 250 gramas, foi bem evidente a partir de
24 horas |, n2o ¢6 em relacdo ao grupo confrole, mas também em relagso ao grupe
que recebeu 2mgfKg de peso de eiciafanacé sadico.

A pbservagfc cuidadosa dos defalhes macroscipicos e microscopicos
permaitem detectar, claraments variagBes enfre o grupo controle e 08 experimentais,
anfretanio, 08 mecanismos exatos pelos quais estas alteragles se estabelecem, séo
dificels de serem interpretadas. Os resultados encondrados a nivel histoldgico

frazem informacfes que conjugadas com 08 conhencimentos |4 estahelecidos sobre



0% mecanismos de agho dessa droga, possibilitarn uma discussio nos termos que é
colatada a sequir:

O modsio experimental utilizando a incis830 em pele de ratos, comparando -
s 0% aspectos morfoldgicos (macro @ microscipico) do grupo confrole com 08
Qrupos experimentais ¢ simples e pode fomecer informaces interessantes.

Apds a incCisdo, de aproximadamente 01 cm de exiensdo, havia duas opgdes:
suturar as bordas da ferida, coaptando-as @ tomando o processe reparacional mais
uniforme, pordm com acio de um Corpo estranho, no caso o fio de sulura; ou delar
a forida aberta ¢ avaliar a evaiﬁgaa do process) inflamatdrio e de reparagio com o
corte aberio, em contato, a0 acaso, com possiveis iritantes presentes nas gaiolas
dos ratos.

Optou-se pels segunda possibilidadse, deixando-se as feridas aberias,
expostas ao meip ambiente, |

Apesar das possiveis variaf;:ﬁes incluzidas pelas condigfes ambientais, pode-
se observar que nos periodos inicials ( 0, 1, 3, 6 e 12 horas ), 08 aspecios
morfoldgicos ndo mostraram evidéncias que identificariam, com maior consisténcia
uma possivel agdo antiinflamatinia do diclofenaco sddico.

Surgem entdo algumas guestBes que uma segunda pesquisa, melhor

orientada, poderia confirmar ou ndo.

Por axemplo:

- As observacdes microscopicas de gue apds 03 horas, os fendmenos

inflamatGrios s30 mais intensos no GO que nos grupos experimentais { G2 e G4 ),



podenam ser atribuidas a um possivel efeito antinflamatério do diclofenaco s6dico
naste periodg?

- A administracio da droga 01 hora antes da incisfio, permitiia afingir, no
rato, um nivel plasmatico, que apds um periodo de 03 horas pudesse ser implicado
como o responsavel pela reducio dos fenbmenos inflamatdrios observados nos
grupos 87 e G4T

- A infilraglio de neufrdfilos j& nos perfodos de 03 horas, mufto mais
marcaries no 60 que nos experimentals, poderia ser interpretado como resultants
da menor quimictadia leucoctaria induzida pela droga, nsstes grupos
exparimentais?

Esies sdo alguns Questionamentos gque as vanacBes provocadas pela
exposicao da ferida ao meio ambiente tomaram um pouco mais diffcels de serem

E preciso que se considers também, que neste modelo experimental, existe a
parficipagiic de oulros mediadores quimicos da inflamagio além das
prostagiandinas, como por exemplo, a histamina, 3 serotonina, a bradicinina e
leucoiriencs. Parlicularmente, ¢ rato tem no tecido conjuntivo da pele um grande
namero de mastéciios, importanie reservatdrio de histamina, A agressdo tecidual
induzida pela incisBo, com certeza, promove o rompimento desses mastcitos e a
sonsequante fiberacdo, na area lesada, da histamina.

Embora o diciofenaco sddico possua umn reconhecido efeito antiinflamatbrio,
a sua eficibneia terapulica resulta de uma inbicBo da biossintese das
prostagiandings, que s8oc imporiames mediadores quimicos da resposia

inflamatdria, mas que atuariam numa fase mais tardia da inflamagic aguda.

&6



Fortanto, parficularmente na pele do rato, & preciso que se considere
tarmbém uma possivel ag8o da histamina no desenvolvimento da inflamacso, uma
veZ (ue ndo existe uma agdo direta do diclofenaco sbdico sobre ela.

Caracteristicamente, a histamina & liberada no momento da leslio celular e
gxerce seu efeito vasodiafador e de auments da permeabilidade wvascular
snadiatamente apds a liberagio.

Provavelmente, as manifestaces da resposta inflamatdria observadas
nestas primeiras horas resulta, em parle da acdo da histaming lberada pela
agressdo tecidual direta. A vasodilatac8o snvolve uma ativag8o de recepiores M1 e
M2 nas células endotelials do leito vascular, escape de profeinas plasmaticas e o
recrutamento de leuctcos circulantes

Portanto, eslas pequenas variagles dos aspectos morfoldgicos, observados
nas primeiras horas poderiam ser atribuidas, muito mais, a fatores circunsténciais,
do que, propriamerrte & aglio do diclofenaco sbdico.

Nos grupos de 08 ¢ 12 horas, fica realmente dificl ideniificar variagles que
consubstanciem qualguer agfo antiinflamaldria nas secqlies examinadas.

£ importante que se ressalte, que no desenvolvimento da inflamacio, a
biossintese dos produtos do acido araquiddnico envolve duas rotas bem distintas: a
cicloxigenase e 2 lipoxigenase, e que o diclofenaco sbdico 86 atua na primeira via,
inibindo a formacio de romboxanas, prostaglandinas, mas nio dos leucobienos.

De fato, conforme ressaltam CAMPBELL & HALUSHKA (1986), esias
drogas (AINSD) nZo intbem o metabolismo do aragquidonato pela lipodigenase,
levando a2 um desvio da cascata do acido araquiddnico e consequentemente a uma

malor producio de leucoirienos.
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Os leucotrienos LTC4 e LTD4 parecem afuar nas células endoleliais das
vénulas pos-capliares causando exsudacdo de protelnas plasmaticas de forma
mulito mais infensa que a histaming ( FENERSTEIN, 1984 ¢ PIPER, 1684 ) . Por
outro lado, os LTE 4 além de serem potentes agertes quirmiotateis para leucicitos
polimorforucieares, eosinéfilos e mondcitos, estimulam & agregaclo dos
reulrfilos, promovendo a sua degranuiagio e os efeitos decorrentes { DAVIES ef
alli, 1984 ).

Tantos 0% aspeclos macroscOpicos como 08 microscipicos deste trabaiho,

mosham uma resposts {ecidual mais satisfatinia, do ponio de vista clinico, no GC
do que no &34, apds 24 e 36 horas,

Meste grupo G4, a resposta inflamatdria se manifestou um pouco mais
exuberarde & estes tempos, que no BC e no G2, No G2, 08 aspectos sempre foram
muiln mais semelhanies ao GO que do G4, provaveimente, a dose do diclofenaco
neste grupo (G2 ), tenha sido pequena ou até insuficienie para expressar gualguer
alteraco morfoldgica detectavel , enquanto que o G4, j§ se tenha fido uma aglio
mais evidente.

De quasiguer fﬂrma; as diferencas observadas enfre ¢ GC & o G4, permilinam
considerar que a inibiclo da ciclodigenase pelo diclofenaco poderia ter estimulado,
um aumento na afivaclic da lipodigenase, com formacdo significanie de
Eeu&&ﬁien&& Estes leucotrienos, {LTC 4 , LTD 4 LTE 4), seram entdo, 08
regponsdvels, em parte, pelas manifestagles da resposta inflamatéria observada no
G4, 3 este tempo, o gue estaria de acorde com observagles ja descritos na

Heratura { DAVIES et al , 1984, PIPER, 1984, FENERSTEIN, 1584).



Apds 48 horas todos os 03 grupos mostram ainda os fendmenos éxsudaﬁms
~ vasculares além de pronunciada infiltrac@o de leucdcites, predominantemente, a
este tempo de mononucieares { macréfagos e infécitos ).

o G4 apresenta, além dos mononucleares, um infillrado, aparentemente
maior de neutrGfiios, sugsstive de um possivel refardo na evoluglio de reacglo
inflamatbria, em relaclio ao GC, provaveiments resultante da ac¢So do diclofenaco
sbdico.

Neste perindo também o G2, mosira alguma diferenca em relaco ao GC,
caracterizada por uma resposta inflamatdria um pouco mais ativa, intermediaria ao
GCeo G4

Com o passar do tempo, as diferencas chservadas nos detalthes macro e
microscipicos mostram de maneira mais evidente, agho do diclofenaco sbdico na
evolucdo do processo de repare. Ja com 72 horas (03 dias) apés a incisd3o {fig. 13,
14, 18, 18, 17}, pode s& Observar nos animais confrole , uma menor infiiiracio
leucocitana (fig. 13 o 14) associada ao inicio da proliferagBo de angioblastos e
fibroblastos (ig 14). © infcio da formacgho do tecido de granuiaclo no GC,.a aste
ternpo, enquanto que nos grupos G2 e G4 ainds persiste uma intensa infiltracdo
leucocitada, evidencia bem as diferencas na evolucio da resposta inflamatdria -
reparativa,

Na porgio mais profunda da incis8o e também nas bordas laterais, em todos
os ammais, fica muito claro, que o processo de reparacio & muitc mais infenso no
GC que nos G2 e G4,

Com $8 horas, todas as observacBes anteriores s€ comprovam . As margens

g epitélio, na area da incisdo, [ aparscem unidos, recoblindo a superficie, apesar



da presenca de tecido desorganizado e ou necrblice, tanto no GC como nos
sxperimentais { g, 21 ).

No GC, apis 86 horas |4 se observa uma afividade profiferativa, de
angioblastos e fibroblastos, muito mals infensa na base e nas paredes laterals { fig.
18 & 20). Algum material necrético, infillrado de mononuclearss (macréfagos e
finfGeilos) ainda pode ser observado { fig. 18,18 e 20) .

Nos grupos expenmentals , apesar dos fendmenos proliferativos ohservados
mais & distdncia da agressio, g persisténela  do exsudato inflamatorio, como no G4,
e um forte infillrade de leuctcitos (fig. 20) preenchendo grande parte da 4rea
mcisional, permile que se alrbua estes achados a uma possivel formacBo de
leucolrienos, cuja alividade na permeabilidade vascular ¢ na quimictadia para
leuchcitos polimorfonucieares, cuja agregac8o & degranulagBo provocaria este
retardo no processo de reparagBo da ares lesada.

Ag diferengas cbservadas nesla drea da incisdo {fig. 23) e a evidéncia de
fenbmenos proliferatives, mals & distdncia (fig. 24) permiliram associar ssles
fendmenocs a a¢do do diclofenaco sddico.

Apds 05 dias (120 horas), os aspecios 580 bem consistentes & compativeis
com a evoiuclo dos fendmenos ohservados desde a agressio até este momento.
izto &, o GO j& mosira, a olhio nu, na pele, uma continuidade do epitélio, recobrindo
a incisSio. Microscopicamernte, abaixo do epitélio j& ediste no GC um tecido de
granudacdo em diferentes estagios de maturagao conforme se observa a base, ©
meis ou a superficie da incis8o { fig 25 ¢ 26 ). No G2, 0 processo de reparagdo @
hem vidente, mostrando aspecios diferentes, como por exemplo, na figura 27, onde

o epitélic que recobre a incisdo j& se apresenta queratinizado e o tecido de
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granulacdo subjacente bem organizado, e dreas onde ainda persiste um infiltrado
inflamaibrio um pouco mais intenso.

Mo G4, apesar da continwidade do epitélio da superficie, o tecido subjacents,
na area da incisdo ainda mostra restos de fibring e marcante infilfracio leucocitdria
{ig. 28 e 30). Os fendmenos proliferativos o fundo da incisBo @ nas paredes
laterats s&o ainda discretos éu muoderados.

Uma semana apds, (188 horas) ¢ processo de reparagfo nos GC e G2 ja
sstd bem adigniado. A presenca de algum infilirado leucocHaric em meio a
profiferacdo de angioblasios e fibrobiasios ainda pode ser observada mesmo no
Ge.

Apesar das diferencas a nivel macroscipico, os detalhes hisiolégicos s&o

nraticaments iguais.
52 - DISCUSSAD DOS RESULTADOS MACROSCOPICOS:

s resultados mostrados afravés das folografias realizadas nos tempos,de 0,
1,3, 8, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 168 horas dio uma idéia generalizada do
avanco do processo de reparo da ferida, tanto no grupo confrole(GC), como nos
grupos experimentals (G2 e G4).

Nos tempos inicials de 0, 1, 3 e 6 horas fica dificil estabelecer par@mebros de
comparacio enre os 03 grupos, pois come mostra a fig. 33, a alteméncia na
aprodimacio ou ndo das margens da ferida ndo possibitaram ensaiar qualquer

discussio sobre tals diferencas nos aspectos macroscopicos.
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Apartir de 12 horas o avango do processo cicatricial foi marcado pelo aspecto
geral e pela presenga de uma crosta, que se fez mais evidente no G4 (fig. 34),

Vinte & quafro horas apds a incisBo o8 aspectos sugeriam uma resposta
inflamattria evidenciada pelo edema e pela separagfio das margens da ferida, que
ne GO parecia ser mais discrefa, particularmente em relaclio ac 84,

Cs aspectos tormnam -se mais acentuados ainda por volta de 38 horas {fig.
36}, quando no GBC praticamente a ferida estad unida | enquanto que no G4 ainda
permanece gherla, edemaciada e com aigum grau de exsudalo,

Nos ratos usados para as observagles no periodo de 48 horas, aigumas
variaclies requerem uma anglise mals cuidadosa, Dos rafos do GC, um deles
apresentou um quadro inflamatGric menos infensc que o8 ratos do G2 & G4,
enguante gue um dos ratos do G4 mostrou uma maijor reacdo inflamatoria quando
comparade com o8 rslos dos demais gQrupos, ¢ que confirmara os aspecios
analizados até agul.

As 72 e 96 horas, ¢ GC se mostrou num estégio cicatricial mals avangado
que o G2 gue por sua ver tinha marcantemente uma cicalrizacdo melhor gue ¢ G4
principaimente do fempo de 96 horas,

Armlizando os tempos fingis de 120 e 168 horas percebemos que dos seis
ratos oo tempo de 120 horas, os dois confroles e um do animais do (32 tem sua
ferida fechada com uma delgada cicalriz, enquanto que os demais permanecem
com as feridas abertas, sendo gque os ratos do G4 est8o num estagio mals afrasado
de reparacko; & no tempo de 168 horas fica clara & diferenca da cicatrizacdo das

feridas principaimente ao se comparar o GC a0 G4..
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As observacles macroscépicas permitem interpretar que as diferencas
marcanies entre o GU e 0 G4, resultam efetivamente da acao do diciofenaco sbdico
na dosagem de 4ma/Kg de peso de diclofenaco sdico. Os mecanismos pelos guais
egsas modificagbes ocorrem ja foram disculidas alravés dos resulfados histolégicos.

As variacles dessas manifestacles macroscopicas entre ¢ GC g0 G2, que
foram menss pronunciadas, podenam resuftar, ou, de uma dose baixa em relagéo
ao mefabolismo do rato, & que ndo teria tido efeilo algum, ou entdo, que os
possivels efeilos {anaigésicos, antipiréticos, antinflamatbrios), tenham se
manifestado sem aiterar o processo inflamatdnio no que diz respeito a reparacio da

ferida, caracterizando uma dosagem ideal e adequada.
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& - CONCLUSOES

1 - A reparagBo de uma incis3o feita em pele dos rafos que receberam 4mg/Kg de
peso de diclofenaco sodico { VOLTAREN ) apresentou um relardo em comparacio

20 grupo confrole,

2 - A resposta inflamatoria inicial {Q, 1, 03, 08 e 12 horas) apds a Incisio apreseniou
paquenas varagles morfolégicas, que ndo puderam ser albrbuldas 6 ao

diciofenaco sidico.

3 .- A partir de 24 horas, 08 grupos de ratos que receberam 4 mg/Kg de peso de
diciofensco sddico mostraram sempre uma inflamac8o mais intensa e ativa quando

comparados ao GO ¢ 2o G2

4 - ApSs 4 e 5 dias, as diferencas enfre o GC ¢ 08 grupos experimentais mostram
de maneira clara, os efeitos do diclofenaco na evolugBo da inflamagdoe e do
processo de cura, caracterizade pela presenca de restos necrdlicos e de infiitrado

flamatGrio na drea lesada dos animais gue receberam a droga.
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7 . SUMMARY

A agdo de uma droga antiinflamatéria nfio-esterbide {diciofenaco sidico) foi
avaliada, em diferentes periodos de tempoe, apds uma incisio cirGrgica na pele de
raips machos, adultos jovens, pesando mais ou menoes 250 gramas cada.

Qs grupos experimentiais receberam, 1 hora antes da incis8o cirGrgica, uma
injecdo inraperitoneal de diclofenaco sbdico (Voltaren), Um grupo recebeu 2 mg/Mg
de pesoe da droga {G2), 0 oulro recebeu 4 my/Kg de peso da droga (G4). O grupo
controle (GC) recebeu 2 mg/Kg de pese de PBS, fambém por injecgho
indraperifoneat,

Uma hora apts estas administragles, fol feita uma incisic cirlrgica de
aprovimadaments 1 com de extensio, na pele do dorso dos 72 ratos. Cada grupo de
& ratos (2 do GC, 2 do G2 & 2 do G4) era sacrificado apds um determinado periodo
de tempo {0, 1, 3, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120 e 168 horas ap0s a incisio).

Os efeitos da droga na evoluglo do processo inflamatbric e da reparacio
foram avaliados através dos aspectos morfoldgicos (macro @ microctspicos).

As obhservacles macroscdpicas ¢ a nivel de microscopia dplica mostraram
que o diclofenaco sédico modifica as respostas teciduals, provocande um refardo na
svoluglo do processo inflamaidrio e na cura da lesido.

Eotas alteracles s80 mais evidendes a partir das 72 horas, e de maneira mais
rmarcante no grupo G4 que nos demais.

0 blogueio da biossinlese de prostaglandinas pelo diciofenaco sbdico
madificou 3 expressdo macro e microscipica da leslo nos diferentes periodos de
tempo, possivelmenis pela intensificacio na formag3e de lsucobrienos.
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Apesar da aclio antinflamatdnia do Vollaren, oulros mediadores quimicos da
nflamacao além das prostaglandinas, mantiveram a ewvolugdo do processo. As
possiveis interacles das diferentes substancias liberadas na érea lesada, do

momento zero aié 168 horas, delerminararm as alteragBes observadas nesta

pesquisa.
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